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LIPASE GASTRIQUE DU CHIEN RECOMBINANTS 
ET COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES 
******************************* 

5 

4 La presente invention concerne des acides nucleiques codant pour la lipase 

gastrique de chien (LGC), et autres derives poiypeptidiques de cette derniere 
possedant une activite lipasique, ainsi que leur utilisation, notamment pour la 
production de ces polypeptides. L' invention a egaiement pour objet les 
10 polypeptides codes par ces acides nucieiques, et l'utilisation de ces polypeptides 

dans des compositions pharmaceutiques. 

La LGC est une glycoprotein d'environ 380 acides amines (AA) d'un 
poids moleculaire d'environ 49 kilodaltons (KD) synthetisee sous forme d'un 
precurseur contenant un peptide signal a Textremite aminoterminale (NH2- 
15 terminale) et secretee par les cellules medianes de la muqueuse fundique de 

Testomac de chien (Carriere F. et aL, Eur. J. Biochem. 202 (1991) 75-83). 

Cette enzyme appartient a une famille de lipases dites "preduodenales" 
dont certains membres ont deja ete purifies et parfois meme clones (Docherty 
A.LP. et ah, NucL Ac. res. 11 (1985) 1891-1903 ; Bodmer M.W. et aL, 
20 Biochem. Biophys. Act. 2Q2 (1987) 237-244; Moreau H. et aL, Biochem. 

Biophys. Act, 260 (1988) 286-293; Brevets europeens n° 0 191 061 et n° 0 261 
016) 

Pendant longtemps, on a tenu pour acquis que T hydro lyse des Hpides 
alimentaires s'effectuait au niveau de Tintestin grele grace a Taction d' enzymes 
25 produites par le pancreas (Bernard C, C. R. Acad. Sci. 2S (1849) 249-253). 

Des observations laissaient cependant penser que l'hydrolyse des 
triglycerides pouvait avoir lieu dans Testomac par le biais d' enzymes 
preduodenales (Volhard, F., Z. Klin. Med. 42 (1901) 414-429; Shonheyder, F. 
and Volquartz, K. Acta Physiol. Scand. 2 (1945) 57-67). Ces enzymes, et en 
30 particulier la lipase gastrique de chien, ont des proprietes enzymatiques et 

physico-chimiques qui les differencient des lipases pancreatiques de 
mammiferes. Ces differences entre lipases gastriques et pancreatiques 
concernent essentiellement les points suivants : poids moleculaire, composition 
I en acides amines, resistance a la pepsine, specificite de substrat, pH optimum 

35 d'action, et stabilite en milieu acide. 

De plus, in vitro , dans certaines conditions, on peut mettre en evidence 
une synergie d ! action entre les lipases gastrique et pancreatique sur Thydrolyse 
de triglycerides a chaines longues (Gargouri, Y. et AT, Biochem. Biophys. Act. 
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1006 (1989) 255-271). 

On coxmalt piusieurs situations pathologiques (mucoviscidoses insuffisance 
pancreatique exocrine) ou les patients sont totalement ou partiellement 
depourvus de secretion pancreatique exocrine et done des enzymes necessaires a 
5 l'hydrolyse des aliments (amylases, lipases, proteases). La non-absorption des 

graisses au niveau intestinal, et notamment des triglycerides a longues chaines, 
se traduit par une augmentation tres importante de la steatoree chez ces patients 
et par un ralentissement tres sensible de la prise de poids chez les jeunes 
malades. Pour remedier a cela on administre a ces sujets des extraits 

10 pancreatiques de pore au moment des repas. L'efficacite therapeutique de ces 

extraits pourrait etre nettement amelioree par la co-prescription de LGC grace a 
sa specific ite d' action sur les triglycerides k longues chaines. 

Dans 1'article paru dans Eur. J. Biochem. 201, 75-83, 1991, de F. 
Carriere sont decrites la purification et la determination de la sequence NH2- 

15 terminale de la LGC. Un procede permettant d'extraire cette enzyme a partir 

d'estomacs de chien est egalement deer it dans cette publication. Ce procede 
consiste essentiellement a faire subir a des estomacs de chiens une extraction par 
un milieu aqueux acide (pH 2,5), on relargue Textrait lipasique par addition de 
sels hydrosohibles, puis par une filtration sur tamis moleculaire, suivie d'une 
20 separation par chromatographies par echange d'ions, ainsi que par filtration sur 

gel, et Ton recueille une fraction dilution contenant la lipase. La LGC purifiee 
obtenue par ces procedes a un poids moleculaire selon la technique de Laernmli 
de 49 000 daitons, dont 6 000 correspondent a des sucres et 43 000 a une 
proteine. 

25 Des raisons evidentes de difficultes d'approvisionnement en estomacs de 

chiens empechent tout developpement de ce procede tant au niveau du 
laboratoire qu ! au niveau ind ^ieL D'ou la necessite de trouver m procede 
faisant abstraction de T utilisation d'estomacs de chiens, qui permette de 
produire la LGC en grande quantite. 

30 La presente invention a precisement pour but de permettre la production 

de LGC a TecheUe industrielle en supprimant tout probleme 
d'approvisionnement en matiere premiere, et a un prix de revient avantageux. 

L' invention decoule de la decouverte faite par les inventeurs de la 
sequence nucleotidique de TARN messager (ARNm) codant pour la LGC, apres 

35 clonage de l'ADN complementaire (ADNc) de cet ARNm a l'aide d'une sonde 

correspondant a la sequence nucleotidique de la lipase gastrique recombinante de 
lapin decrite dans la demande de brevet francais deposee Ie 13 novembre 1991, 
et publiee sous le numero 2 683 549. 
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La presente invention sera plus paniculierement illustree a l'aide des 
figures 1 a 12 dont les legendes sont les suivantes: 

Fi gure 1 : Sequences polypeptidiques de la region de coupure des 
precurseurs des lipases gastrique de lapin, homme et rat, et comparaison avec la 
5 sequence NH2-terminale de la lipase gastrique de chien (SEQ ID NO 11). 

Figure 2A : Conception d'un oligonucleotide degenere (DGLj) codant pour 
la region de coupure du precurseur de la LGC a partir de la comparaison de ses 
homologues lapin, homme, rat. 

Fi gure 2B : Sequence des oligonucleotides DGL] (SEQ ID NO 7) et LPC2 

10 (SEQ ID NO 8)- 

Fi gure 3 : Cartographie du clone 3.12. 

Figure 4 : Schema de clonage de la LGC dans le vecteur pBluescript 
KS( + ) et sous clonage du fragment "H" du clone 3.12. dans pKSPCR: 
obtention du clone pKSDGLlO. 
15 Fi gure 5 : Carte de restriction du vecteur plasmidique pRU303. 

Fi gure 6 : Sequence nucleotidique du fragment d'ADN EcoRI-Ndel du 
plasmide pRU303. 

Fi gure7 : Sous clonage de 1'ADNc de la lipase gastrique de chien dans le 
vecteur d 'expression pRU303 et construction du plasmide pDGL5.303. 
20 Fi gure8 : Sequence nucleotidique de 1'ADNc codant pour la LGC mature 

(SEQ ID NO 1). 

Figure 9A : Sequence polypeptidique de la LGC mature (SEQ ID NO 3). 

Fi gure 9B : Comparaison des sequences polypeptidiques de la LGH (lipase 
gastrique humaine) et de la LGC, et determination du % d'homologie. 
25 Figure 9C : Comparaison des sequences polypeptidiques de la LLR (lipase 

linguale de rat) et de la LGC, et determination du % d'homologie. 

Fi gure 9D : Comparaison des sequences polypeptidiques de la LGL (lipase 
gastrique de lap in) et de la LGC, et determination du % d'homologie. 

Figure 10 : Mutagenese in vitro de l'ADNc de la LGC par la technique de 
30 "PCR" a l'aide d'amorces oligonucleotidiques DGL2 (SEQ ID NO 9) et DGL3 

(SEQ ID NO 10) en vue de la construction du plasmide pDGL5.303. 

Fi gure 11 : Analyse par electrophorese sur gel de polyacryiamide-SDS des 
proteines synthetisees, en absence ou en presence d'IPTG, dans g.coli W3110 
IQ transfonrtee par le plasmide pDGL5.303, 
35 Fi gure 12 : Immunodetection a l'aide d'anticorps specifiques de la LGC 

synthetisee dans E. coli W3110 W transformee par le plasmide pDGL5.303 
apres transfert de type "Western" sur membrane de nylon des proteines issues 
de ces bacteries. 
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Ainsi la presente invention concerne tout acide nucleique caracterise en ce 
qu'il comprend tout ou partie du fragment d'ADN represente sur la figure g 
(SEQ ID NO 1), et plus particulierement tout ou partie du fragment d'ADN 
delimite par ies nucleotides situes aux positions 1 et 1137 (SEQ ID NO 2) de 
5 l'ADN represente sur la figure 8 . ce fragment d'ADN codant pour le 

polypeptide delimite par les acides amines situes aux positions I et 379 de la 
sequence en acides amines representee sur la fi gure 9A (SEQ ID NO 3), ce 
polypeptide correspondant a la LGC mature. 

Par J'expression LGC ci-dessus, et ci-apres, on entend toute lipase 
10 secretee par la muqueuse gastrique ou par une muqueuse pregastrique chez le 

chien. 

Les acides nucleiques susmentionnes peuvent egalement comprendre en 
amont du fragment d'ADN delimite par les nucleotides situes aux positions 1 et 
1137, de la fi gure 8 , un fragmeat d'ADN (plus particulierement une sequence 

15 ATG) codant pour une methionine (SEQ ID NO 4). 

L' invention vise egalement les fragments d'ADN susmentionnes presentant 
en aval de la position 1137 un codon STOP, notamment celui constitue de la 
sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 1138, 1139 et 1140 
de la figuiS-S (SEQ ID NO 6). 

20 La LGC, comme toutes les lipases gastriques purifiees ou donees jusqu'a 

present, est synthetisee sous forme d'un precurseur constitue d'un peptide signal 
precedant la sequence polypeptidique de la proteine mature. 

D'une maniere generate, Tinvention concerne tout acide nucleique 
caracterise en ce qu'il comprend en amont d'un des fragments d'ADN 

25 susmentionnes, une sequence nucieotidique codant pour un peptide signal, 

Par opposition aux acides nucleiques double brin cites ci-dessus, 
Tinvention vise egalement les acides nucleiques simple brin constitues de Tune 
ou 1' autre des deux sequences nucleotidiques complementaires constituant les 
fragments d'ADN susmentionnes. 

30 L' invention concerne egalement tout acide nucleique susceptible de 

s'hybrider avec un acide nucleique simple brin tel que decrit ci-dessus, 
notamment dans les conditions d' hybridation citees dans la description detaillee 
qui suit du clonage de l'ADNc de la LGC selon T invention. 

Tout acide nucleique codant pour un polypeptide selon T invention et dont 

35 la sequence nucieotidique differe en fonction de la degenerescence du code 

genetique des sequences nucleotidiques susmentionnees, entre egalement dans le 
cadre de la presente invention. 
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L' invention a egalement pour objet tout acide nucleique recombinant 
caracterise en ce qu'il comprend un acide nucleique tel que decrit ci-dessus 
selon T invention, insere dans une molecule d'ADN heterologue vis-a-vis du 
susdit acide nucleique. 

A ce titre T invention a plus particulierement pour objet tout acide 
nucleique recombinant comprenant un promoteur situe en amont de T acide 
nucleique selon 1* invention, et sous le controle duquel la transcription dudit 
acide nucleique est susceptible d'etre effectuee, ainsi qu'une sequence codant 
pour des signaux de terminaison de la transcription situee en aval dudit acide 
nucleique, 

L' invention concerne egalement tout vecteur recombinant, notamment du 
type plasmide, cosmide ou phage, caracterise en ce qu'il contient un acide 
nucleique recombinant tel que decrit ci-dessus, insere en Tun de ses sites non 
essentiels pour sa replication. 

Les vecteurs recombinants selon 1' invention sont avantageusement 
caracterises en ce qu'il contiennent en Tun de leurs sites non essentiels pour leur 
replication, des elements necessaires pour promouvoir et controler 1' expression 
d'un acide nucleique selon 1' invention dans un hote cellulaire, et plus 
particulierement un promoteur reconnu par les polymerases de l'hdte cellulaire, 
notamment un promoteur inductible. 

L' invention vise egalement tout hote cellulaire, de type procaryote ou 
eucaryote, transforme par un vecteur recombinant tel que decrit ci-dessus, et 
comprenant les elements de regulation permettant 1'expression d'un gene ou 
d'un ADNc selon 1' invention. 

A titre d'exemples de cellules hotes susceptibles d'etre transformees par 
un vecteur recombinant selon T invention, on peut citer les cellules de 
mammiferes telles que les cellules COS ou CHO, des cellules d'insectes 
infectables par un virus recombinant de type baculovirus, les champignons 
filamenteux tels que Aspergillus niger ou oryzae, les levures telles que 
Saccharomvces cerevisiae ou Kluyvgromyces lactis, ainsi que les bacteries telles 
que Exoli (bacterie Gram negatif) ou B.subtilis (bacterie Gram positif)- 

L'invention a egalemeiu pour objet des amorces d'ADN (ou d'ARN) 
utilisables pour la synthese decides nucleiques selon 1' invention par la technique 
d' amplification en chaine de l'ADN, ci-apres designee par technique PCR 
(Polymerase Chain Reaction). Cette technique est plus particulierement decrite 
dans les brevets americains n° 4, 683, 202 et n° 4. 683, 195, ainsi que dans le 
brevet europeen n° 200,362. Les amorces selon T invention sont 
avantageusement constitutes d' environ 15 a 40 nucleotides correspondant aux 
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extremites 3' et 5' de l'un et 1' autre des deux brms constituant les fragments 
d'ADN susmentionnes. 

L' invention vise egalement des sondes nucleotidiques issues de Tun ou 
1 ! autre des deux brins constituant les fragments d'ADN susmentionnes de 
5 T invention, ainsi que l'utiiisation de ces sondes, notamment pour la detection 

dans un echantillon biologique de la presence eventuelle de LGC. 

Avantageusement, les sondes de 1' invention sont constitutes d' environ 17 
a 23 nucleotides. La detection de la presence de LGC dans un echantillon, est de 
preference realisee apres amplification du nombre de copies des genes ou des 
10 ARNm codant pour la LGC susceptibles d'etre presents dans cet echantillon, a 

l'aide des amorces indiquees ci-dessus. 

A ce titre, 1' invention concerne egalement un kit pour la mise en oeuvre 
de la methode de detection susmentionnee, comprenant: 

- le cas echeant, des amorces telles que decrites ci-dessus, ainsi que les 
15 reactifs pour la constitution d'un milieu propice a la realisation de 

1' amplification de la sequence d'ADN ou d'ARN codant pour Ja LGC, 

- une sonde nucleotidique telle que decrite ci-de^sas, le cas echeant 
marquee, notamment de maniere radioactive ou em; mitique, ainsi que les 
reactifs pour la constitution d'un milieu propice a la realisation de r hybridation 

20 entre la sonde et la sequence d'ADN ou d'ARN susmentionnee, 

- les reactifs permettant la detection de la sonde hybridee avec ladite 
sequence. 

Avantageusement les sondes nucleotidiques de 1' invention sont suceptibles 
de s'hybrider a la fois avec la sequence d'ADN ou d'ARN codant pour la LGC 

25 et avec celles codant pour les lipases gastriques humaine (LGH) et de lapin 

(LGL), De telles sondes sont utilisables pour la mise en oeuvre d'une methode 
de detection in vitro de la presence eventuelle de LGH dans un echantillon 
biologique susceptible de contenir cette derniere. Une telle methode de detection 
est realisee de la maniere indiquee ci-dessus, et permet le diagnostic in vitro de 

30 pathologies liees a la surproduction, ou a 1* inverse, a i'insuffisance, voire 

T absence, de production de lipase gastrique dans I'organisme. 

L' invention a egalement pour objet les polypeptides correspondant selon le 
code genetique universel aux acides nucleiques selon 1' invention decrits ci- 
dessus, ou tout fragment de ces polypeptides recombinants, ou tout polypeptide 

35 modifie par substitution et/ou addition et/ou suppression d'un ou plusieurs 

acides amines de ces polypeptides recombinants, ces fragments ou polypeptides 
modifies conservant les proprietes enzymatiques des polypeptides recombinants 
susmentionnes. 
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II faut entendre par "polypeptide recombinant" toute molecule possedant 
une chaine polypeptidique susceptible d'etre produite par voie du genie 
genetique, par transcription et traduction d'une sequence d'ADN correspondante 
sous le controle d'elements de regulation appropries a l'interieur d'un hote 
5 cellulaire efficace. Par consequent, 1' expression "polypeptides recombinants" 

n'exclut pas la possibilite que ces polypeptides aient subi des modifications 
pos-traductionnelles telles que la glycosylation. 

Le terme "recombinant" implique le fait que le polypeptide a ete produit 
par voie du genie genetique, plus particulierement en raison du fait que ce 
io polypeptide resulte de l'expression dans un hote cellulaire de sequences d'acides 

nucleiques qui ont ete prealablement introduites dans un vecteur d'expression 
utilise dans ledit hote. 

Toutefois, il doit etre entendu que cette expression n'exclut pas la 
possibilite que le polypeptide soit produit par un procede different, par exemple 
15 par synthese chimique classique selon les methodes classiquement utilisees pour 

la synthese des proteines, ou par clivage de molecules de plus grande taille. 

L' invention vise egalement les polypeptides susmentionnes sous forme 
biologiquement pure. II faut entendre par l'expression "biologiquement pure" 
d'une part un degre de purete permettant au polypeptide recombinant d'etre 
20 utilise pour la production de compositions pharmaceutiques, et, d'autre part, 

T absence de contaminants, plus particulierement de contaminants naturels. 

A ce titre, 1* invention concerne plus particulierement: 

- le polypeptide delimite par les acides amines situes aux positions 1 et 379 
de la sequence en acides amines representee sur la fi gure 9A (SEQ ID NO 3), et 

25 correspondant a la LGC mature telle qu'obtenue par voie du genie genetique, et 

dont le poids moleculaire varie d'environ 43.200 a environ 50.000 daltons, 
suivant que 1'hote, dans Iequc Me est produite, effectue des modifications post- 
traductionnelles sur la chaine polypeptidique de cette LGC, 

- les polypeptides susmentionnes dont les sequences en acides amines sont 
30 precedees d'une methionine (SEQ ID NO 5). 

Avantageusement, les polypeptides susmentionnes selon 1' invention, et 
plus particulierement la LGC recombinante, possedent une activite lipolytique 
comprise entre environ 50 U/mg de polypeptide et environ 750 U/mg de 
polypeptide, et de preference superieure a 250 U/mg de polypeptide lorsque 
35 mesuree a l'aide d'un triglyceride a chaine courte (tel que la tributyrine), 

comme substrat selon la methode de Gargouri (plus particulierement decrite 
dans la description detaillee qui suit de 1' invention). Une unite U correspond a 
la quantite d'enzyme necessaire pour liberer une /unole d'ions H + (c'est-a-dire. 
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d'acides gras libres) par minute a 37 °C. 

L'activite lipolytique maximale des polypeptides recombinants, selon 
T invention, sur les acides gras a chaine longue, est avantageusement obtenue a 
des valeurs de pH de 3 a 5. 
5 Selon un autre aspect avantageux des polypeptides recombinants de 

T invention, leur activite lipolytique reste inchangee apres incubation durant une 
heureapH2eta37°C. 

La presente invention concerne egalement un procede de preparation d'un 
polypeptide tel que decrit ci-dessus, ce procede comprenant la succession 
10 d'etapes suivantes; 

- la mise en culture d'un hote cellulaire, transforme par un vecteur 
recombinant tel que decrit ci-dessus, dans un milieu de culture approprie, et 

- la recuperation du polypeptide produit par ledit hote cellulaire, soit 
directement a partir du susdit milieu de culture, lorsque la sequence codant pour 

15 ledit polypeptide est precedee d'une sequence signal et que l'hote cellulaire est 

capable de secreter le polypeptide dans le milieu de culture (notamment dans le 
cas des cellules eucaryotes et des levures), soit apres lyse de l'hote cellulaire 
(notamment dans le cas de bacteries). 

Le cas echeant, l'etape de recuperation est suivie d'une etape de 

20 purification du polypeptide recupere, et notamment apres recuperation par lyse 

de la bacterie par une etape de solubilisation du polypeptide, puis de sa 
renaturation. 

Les agents et les techniques de solubilisation des polypeptides obtenus 
sous forme d' inclusion sont bien connus de l'homme de Tart. Essentiellernent 

25 les agents solubilisants sont l'uree, des halogenures d'ammonium quaternaires 

comme le chlorure de guanidinium ou le chlorure de cetyltrimethylammonium 
qui sont utilises dans des procedures experimentales telies que celles decrites par 
N.K. Puri et coll. dans Biochem. J (1992) 231, 871-879. 

Avantageusement, comme il l'a ete deja precise plus haut, les sequences 

30 nucleotidiques codant pour les polypeptides dont la production est recherchee, et 

inserees dans le vecteur utilise pour transformer les cellules hotes, sont 
precedees d'une sequence signal permettant ainsi la secretion des polypeptides 
produits hors des cellules hotes et leur recuperation directement a partir du 
milieu de culture sans avoir a proceder a la lyse desdites cellules hotes. 

35 A titre d'exemple, la synthese de la LGC mature dans des cellules de 

mammiferes telies que les cellules COS ou les cellules CHO pourra etre obtenue 
en inserant l'acide nucleique codant pour le precurseur de la LGC dans un 
vecteur d ? expression approprie. 
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La presence du segment d'ADN codant pour le peptide signal permettra a 
ia machinerie cellulaire de glycosyler dans le reticulum endopiasmisque et de 
secreter la LGC dans le milieu de culture sous forme biologiquement active. 

Alternativement, la production de lipase gastrique de chien par des cellules 
5 d'insectes pourra etre obtenue en inserant l'ADNc codant pour la LGC ou son 

precurseur derriere un promoteur approprie dans le genome d'un virus de type 
baculovirus susceptible d'infecter lesdites cellules. 

Pour faire produire et secreter la LGC par une levure telle que 
Saccharomvces cerevisiae ou Kluyveromyces lactis, il sera preferable de 

10 remplacer, dans le cDNA, le segment d'ADN codant pour le peptide signal de 

la LGC par un fragment d'ADN codant pour un peptide signal de proteine de 
levure. L'ADNc recombinant ainsi obtenu sera alors introduit dans un vecteur 
d'expression specifique de 1'hote considere. De tels systemes d'expression sont 
maintenant relativement courants. Par exemple, on peut citer 1' expression de la 

15 serum albumine humaine (Brevet europeen n° 0361 991 A2) ou de la chymosine 

de veau (Van den Berg J. A. et ah, Biotechnology £ (1990) 135-139). 

Esc herichia coli est une biicterie Gram negatif pourvue d'une paroi chez 
qui les phenomenes de secn ticn de proteines dans le milieu de culture sont 
extremement reduits. Un certain nombre de proteines s'accumulent dans le 

20 periplasme bacterien grace a la presence de signaux similaires aux sequences 

signal des proteines eucaryotes. Parmi celles-ci, on peut citer les produits des 
genes phoA et malE par exemple. Certaines regions de ces genes ont ete 
utilisees pour produire des proteines heterologues dans 1'espace periplasmique 
de Exoii. Cependant, la synthese dans le cytoplasme de proteines etrangeres 

25 demeure le systeme le mieux connu et le plus utilise chez E, CQli. 

Le respect de certaines regies deduites de 1' experience lors de la 
realisation des constructions de plasmides permet d'optimiser le niveau 
d'expression des proteines d'interet, 

Dans un premier temps, il conviendra de placer l'ADNc codant pour la 

30 partie mature de la LGC, c'est-a-dire depourvu du segment codant pour le 

peptide signal, derriere un promoteur bacterien ou phagique puissant. Pour 
eviter des problemes de toxicite eventuelle de la proteine etrangere dans la 
bacterie, on choisira de preference un promoteur inductible par un agent 
chimique (promoteurs Lac ou Tip) ou par un agent physique tel que le 

35 changement de temperature (promoteur Pl et represseur cI857). L'ADNc devra 

etre contigu, dans sa region 5' terminale a une sequence ATG specifiant 
1'initiation de la synthese proteique sur TARN messager. Cet ATG initiateur 
devra etre precede, a une distance de 6 a 12 paires de bases, d'une region riche 



WO 94/13816 



10 



PCT/FR93/01260 



en purines, appelee region de Shine et Dalgarno. et correspondant, sur TARN 
messager, au site de fixation des ribosomes. 

La sequence du segment d'ADN situe entre la region de Shine et Dalgarno 
et l'ATG initiateur pourra etre modifiee dans sa composition de maniere a 
5 reduire les elements de structure secondaire autour du codon d' initiation AUG 

sur TARN messager. Une fois les modifications necessaires apportees, le 
vecteur sera introduit dans un hole approprie. 

L' invention conceme les anticorps diriges contre les polypeptides de 
r invention, et plus particulierement ceux diriges contre ia LGC et susceptibles 
10 de reconnaitre egalement la LGH et la LGL. De tels anticorps peuvent etre 

obtenus par immunisation d'un animal avec ces polypeptides suivie de la 
recuperation des anticorps formes. 

II va de soi que cette production n'est pas limitee aux anticorps 
polyclonaux. 

15 Elle s 1 applique encore a tout anticorps monoclonal produit par tout 

hybridome susceptible d'etre forme, par des methodes classiques, a partir des 
cellules spleniques d'un animal, notamment de souris ou de rat, immunises 
contre Tun des polypeptides purifies de T invention d'une part, et des cellules 
d'un myelome approprie d'autre part, et d'etre selectionne, par sa capacite a 

20 produire des anticorps monoclonaux reconnaissant le polypeptide initialement 

mis en oeuvre pour 1' immunisation des animaux, ainsi que la LGH. 

L'invention vise egalement l'utilisation de ces anticorps pour la mise en 
oeuvre d'une methode de detection ou de dosage de la LGC ou de la LGH dans 
un echantillon biologique susceptible de la contenir. 

25 L'invention concerne plus particulierement l'utilisation de ces anticorps 

pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic in vitro de pathologies liees 
a la surproduction, ou a T inverse, a i'insuffisance, voire 1' absence de production 
de lipase dans l'organisme. 

Cette methode de diagnostic in vitro , realisee a partir d'un echantillon 

30 biologique preleve chez un patient, comprend une etape de mise en presence de 

cet echantillon, suivie d'une etape de detection des eventuels complexes 
anticorps-LGH formes lors de 1' etape precedente. 

A ce titre l'invention concerne egalement un kit pour la mise en oeuvre 
d'une methode de detection ou de diagnostic in vitro susmentionnee, 

35 comprenant: 

- des anticorps tels que decrits ci-dessus, avantageusement marques de 
maniere radioactive ou enzymatique, ainsi que les reactifs pour la constitution 
d'un milieu propice a la realisation de ia reaction immunologique entre ces 
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anticorps et la LGH, 

- Ies reactifs permettant la detection des complexes immunologiques 
formes entre ces anticorps et la LGH. 

L' invention concerne egalement rutilisation d'un ou plusieurs 
5 polypeptides decrits ci-dessus, pour i'obtention de compositions 

pharmaceutiques, utilisables notamment par voie orale, destinees a faciliter 
T absorption des graisses animates ou vegetales ingerees par un individu sain ou 
atteint d'une ou plusieurs pathologies affectant ou non le taux de production de 
lipase gastrique. Notamment, de telles compositions sont avantageusement 
10 utilisees chez ies individus subissant un traitement medical alterant le mecanisme 

d' absorption des graisses, ou encore chez les personnes agees. 

L'invention vise plus particulierement l'utilisation d'un, ou plusieurs 
polypeptides decrits ci-dessus pour l'obtention de medicaments destines au 
traitement des pathologies liees a l'insuffisance, voire V absence, de production 
15 de lipases dans l'organisme, et plus particulierement de pathologies telles que la 

mucoviscidose, et l'insuffisance pancreatique exocrine. 

L'invention a egalement pour objet des compositions pharmaceutiques 
comprenant au moins un polypeptide selon l'invention, le cas echeant en 
combinaison avec un ou plusieurs autres polypeptides a activite lipasique, en 
20 association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Les compositions pharmaceutiques selon l'invention sont de preference 
administrables par voie orale, et se presentent notamment sous forme de gelules, 
de comprimes ou de poudres a diluer. 

La posologie journaliere chez l'homme est avantageusement d' environ 
25 400 mg a environ 1 200 mg, repartis de preference au moment des repas 

principaux, soit a raison d'environ 130 mg a environ 400 mg par repas. 

L'invention concerne egalement l'utilisation des polypeptides tels que 
decrits ci-dessus selon l'invention ou toute autre lipase gastrique de mammiferes 
et derives, pour la mise en oeuvre de reactions de bioconversions enzymatiques 
30 (telles que hydrolyses, trans-esterifications enzymatiques), notamment sous 

forme immobilisee sur un support soiide. 

S'agissant de la preparation des acides nucleiques de T invention, celle-ci 
peut etre effectuee par voie chimique, notamment selon Tun des procedes 
suivants. 

35 Un mode de preparation approprie des acides nucleiques (comportant au 

maximum 200 nucleotides) de l'invention par voie chimique comprend les etapes 
suivantes: 
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oligonucleotidique LPC2 (fi gure 2B ) obtenue a partir de la sequence 3' 
terminate de l'ADNc contenu dans le clone 3.12 precedemment isole et 
sequence. 

L'ADNc codant pour la partie mature de la LGC est ensuite obtenu et 
5 amplifie par la methode de PCR, en presence de Taq Polymerase et de deux 

amorces oligonucleotidiques, LPC2 telle que susmentionnee, et DGLj congue a 
partir de la comparaison des sequences nucleotidiques 5' terminates des lipases 
gastriques humaine et de lapin, de la lipase linguale de rat et de la sequence 
proteique NH2-terminale connue de la LGC. 

10 L'ADNc double brin ainsi obtenu a ete introduit dans le vecteur 

pBluescript KS(+) apres certaines modifications et les molecules recombinantes 
ont ete utilisees pour transformer la bacterie E. coli MM294. Les clones 
transformants ont ete cribles par PCR a Taide de sondes oligonucleotidiques 
correspondant aux parties de la sequence du vecteur pBluescript KS(+) situees 

15 de part et d' autre de l 1 insert. Le clone pKSPCR contenant un insert de 700 

paires de bases a ete selectionne et sequence. 

Parallelement, apres digestion par 1' enzyme de restriction PstI, le fragment 
"H" de 1' insert d'ADNc du clone 3.12 tel qu'obtenu precedemment est insere 
dans le plasmide pKSPCR linearise par PstI; on obtient un clone pKSPCR 10 

20 qui contient l'ADNc codant pour la lipase gastrique de chien mature. 

L 1 analyse de la sequence nucleotidique de cet ADNc a permis de mettre en 
evidence une phase ouverte de lecture de 1137 nucleotides (NT) correspondant a 
une proteine de 379 AA et d'un poids moleculaire de 43222 daltons. 

La comparaison avec les sequences nucleotidiques des autres lipases 

25 preduodenales (Docherty, A.P.J, et al. (1985) op.cit.; Bodmer, M.W. et al. 

(1987) op.cit.; Moreau, H. et al (1988) op.cit.) fait apparaitre une homologie de 
84,7 % avec la LGH, de 75,7 % avec la LLR et de 81 % avec la LGL dans les 
regions codantes. 

De fagon alternative, un second precede ~ v utilise pour 1'obtention 
30 d'un clone contenant l'ADNc codant pour la LGC mature. 

Dans le cas ou les ARNm extraits de la muqueuse d'estomac de chien, 
isoles par chromatographic d'affinite sur colonne olig v~dl\ et convertis en 
ADNc grace a 1 'utilisation d' enzymes specifiques (reverse transcriptase du virus 
du Sarcome de Rous et DNA polymerase I de E.coli) correspondent a l'ARNm 
35 entier de la LGC mature ou de son precurseur, l'ADNc ainsi obtenu pourra etre 

introduit apres certaines modifications dans le vecteur pUC18 et les molecules 
recombinantes utilisees pour transformer une cellule hote, de preference bacterie 
ou levure; les clones transformants seront cribles par hybridation in situ a Taide 
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de sondes issues de la lipase gastrique de lapin. 

Apres autoradiographic ies colonies de cellules hotes correspondant a un 
signal positif lors de 1' hybridation seront isolees et l'ADN plasmidique present 
dans le cytoplasme de ces cellules, amplifie et purifie. Avantageusement, les 
5 techniques generates de clonage utiiisees dans ce second procede seront les 

memes que celles mises en oeuvre dans le procede precedemment decrit. 

Techniques generates de clonage: 

Les methodes classiques de biologie moleculaire t telles que la purification 
des ARN messagers, 1' extraction et la purification d'ADN plasmidique, la 

10 digestion par des enzymes de restriction, I'electrophorese sur gel d' agarose ou 

de poly aery lamide, 1'electroelution de gel d'agarose de fragments d'ADN, la 
transformation dans E.colL sont decrites dans la litterature (Maniatis, T, et al., 
"Molecular cloning: a laboratory manual, Second Edition", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989 ; Ausubel, P.M. et al. (eds.), 

15 "Current Protocols in Molecular Biology", John Willey and Sons, New- York, 

1987). 

Le "random priming" s'effectue selon la methode decrite par Feinberg et 
Wogelstein (Anal. Biochem. (1983)122: 6; Anal. Biochem. (1984)122: 266). 
Les enzymes sont obtenues aupres des societes Boehringer ou New 
20 England Biolabs et utiiisees dans les conditions preconisees par les fournisseurs. 

Les fragments d'ADN destines a etre assembles sont separes selon leur 
taille par electrophorese sur gel d'agarose 1 %, purifies par electrocution et 
precipites par 1'ethanol. La ligature des fragments d'ADN s'effectue en presence 
de T4DNA ligase a 4°C ou a 16°C dans un tampon approprie selon que les 
25 morceaux a assembler possedent des extremites franches ou cohesives. 

Le sequencage de 1 ' ADN s 1 effectue selon la methode des 
didesoxynucleotides (Sanger, F. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. B (1977) 
(5463-5467) en utilisant un kit "T7 Sequencing" (Pharmacia). 

L' amplification enzymatique de fragments d'ADN specifiques s'effectue 
30 selon la methode de "Polymerase-cataiysed Chain Reaction" ou PCR (Saiki, 

R.K. et al., Science 22Q (1985) 1350-1354) a l'aide d'un appareil PREM III 
LEP Scientific. 

Les oligonucleotides utilises comme amorces dans les reactions de PCR ou 
de sequencage sont synthetises a l'aide d'un synthetiseur d'ADN modele 391 
35 PCR-MATE (Applied Biosystems) et purifies par chromatographic haute, 

pression en phase liquide avant leur utilisation. 

Les molecules d'ADN recombinantes sont utiiisees pour transformer des 
cellules competentes des souches suivantes de E. coli : 
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- MM294 [F-, endAl, hsdR17 (nk-m k -f ), supE44, thi-1, relAl], 
ou 

- W3110 N[FTraD36, LacN, JIac Z)M15, pro + ]. 

L'ADN plasmidique est extrait des transformants bacteriens resistants a 
5 1'ampiciiline selon un protocole derive de la methode de lyse alcaline decrite par 

Birnboin et Doly (Birnboim, H.C. and Doly, J., Nucl. Ac. Res, 7 (1979) 1512- 
1523). 

L' immunodetection de la lipase gastrique de chien synthetisee dans la 
bacterie E. coli W3110 N, apres addition d'IsoPropylThioGalactopyranoside 
10 (IPTG) au milieu de culture, s'effectue par une methode d'immunoempreinte sur 

membrane de nylon en utilisant un anticorps de cobaye anti-LGC et le kit de 
revelation a la peroxydase ImmunoPure ABC (Pierce) . 

La preparation de la LGC est avantageusement illustree, quoique de fagon 
non limitative, par l'exemple suivant de 1'expression de la LGC dans la bacterie 
15 E*_CQli W3110N. 

Le procede de preparation de la lipase comprend plusieurs etapes qui sont 
detaillees dans ce qui suit: 

Etape n° 1 : Clonage d f un ADNc codant pour la lipase gastrique de 
chien. 

20 1.1. Isolement et purification des ARN messagers de muqueuse 

fundique d'estomac de chien. 

Apres broyage des tissus dans un tampon contenant du chlorure de lithium 
et de 1'uree (Auffray, C. and Rougeon, F., Eur. J. Biochem. 107 (1980) 303- 
314), TARN total est separe de 1'ADN par precipitation selective au chlorure de 

25 lithium. Les proteines contaminant TARN sont alors eliminees par extraction 

phenolique. Les ARN messagers, polyadenyles a leur extremite 3'OH, sont 
separes des ARN ribosomaux par chromatographie sur colonne d'oligo-dT 
cellulose (Maniatis, T. et al., deja cite). On obtient ainsi environ 
75 microgrammes d'ARN messager par gramme de tissu. 

30 1.2. Mise en evidence de TARN messager codant pour la LGC dans la 

preparation d'ARN messager extraite de muqueuse fundique d'estomac de 
chien. 

La lipase gastrique de chien a ete purifiee a Thomogeneite et sa sequence 
polypeptidique NH2-terminale determinee (Carriere F. et al, deja cite). 
35 Une sonde constitute de TADN codant pour le precurseur de la lipase de 

lap in est utilisee pour verifier la presence d'un ARNm codant pour la LGC dans 
la preparation obtenue. 
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Une experience d' hybridation de type "Northern" est realisee. Un 
echantillon de 20 ng d'ARN messager d'estomac de chien est denature a 60° C, 
en presence de glyoxal et de DMSO, puis les ARNm sont separes seion la taille, 
par electrophoreses dans un gel d'agarose 1% en tampon phosphate lOmM 
5 pH = 7 (Thomas, P,, Proc. Natl. Acad. Sci, USA. 77 (1980) 5201-5205). 

Apres electrophoreses TARN messager est transfere sur une membrane de 
nylon (Biodyne PALL) selon le protocole preconise par le fournisseur. 

Le fragment d'ADNc correspondant a la lipase de lapin est marque par 
"random priming". Les membranes precedemment obtenues sont hybridees 
10 individuellement pendant 36 heures a37°C dans un tampon 5 X SSC -5 X 

Denhardt's - 50 mM phosphate de sodium pH = 6,5 - 0,1% SDS - 50% 
formamide, contenant 10 ng/ml de la sonde radioactive (Ausubel, F. et al. (eds), 
deja cite). Les temperatures utilisees tiennent compte des eventuelles homologies 
de sequences entre la LGL et la LGC. Un ARNm d' environ 1700 nucleotides 
15 s'hy bride avec la sonde radioactive. 

1.3. Synthese d'ADN complementaire a partir d'ARNm d'estomac de 
chien et insertion dans le vecteur pUC18. 

La synthese d'ADNc double brin est realisee a partir de 4/xg d'ARN 
polyA-f, en presence de 50 unites d'AMV reverse transcriptase, de 100 ng 
20 d'une amorce oligo-dT et de la DNA polymerase I de EuCQli. 

Une fraction de cet ADN est insere dans le vecteur pUC18 par le biais de 
queues oligo-dC et oligo-dG, ajoutees respectivement sur T ADNc et sur le 
vecteur prealablement linearise par l'enzyme PstI (Gubler,U. and Hoffman, 
B.J., Gene 21 (1983) 263-269). 
25 Les molecules hybrides sont utilisees pour transformer des bacteries 

competentes EL£Qli MM294. La selection des transformants s'effectue en etalant 
le produit de la transformation sur un milieu nutritif solide (LB-Agar) contenant 
de rampicilline a 50 mg/litre. 

I A, Isolement de TADNc codant pour la LGC. 
30 Les colonies bacteriennes issues de la transformation, sont tranferees sur 

des membranes de nylon (Biodyne PALL) et lysees selon un procede 
recommande par le fournisseur. Cette operation a pour effet de denaturer et de 
fixer sur la membrane 1'ADN bacterien et plasmidique contenu dans les 
colonies, 

35 Apres plusieurs lavages dans un tampon 3X SSC - 0,1 % SDS, a 

temperature ambiante puis a 65 °C, les filtres sont prehybrides pendant deux 
heures a 65°C dans un tampon 6 X SSC - 10 X Denhardt's - 0,1% SDS, puis 
hybridees a 50 °C dans le meme tampon contenant la sonde lapin marquee au 
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32p par "random priming", a raison de 0,5 /xci par ml de tampon. 

Les filtres sont laves dans un tampon 2 X SSC - 0,1% SDS a temperature 
ambiante puis a 50°C dans le meme tampon, avant d'etre places en 
autoradiographic pendant 24 a 48 heures. 

Un criblage des colonies est effectue sur deux series de filtres avec la 
sonde lapin. On obtient ainsi le clone 3.12 (figure 3). 

1.5. Synthese d'ADNc grace a Toligonucleotide specifique LPC2 et 
insertion dans le vecteur pBIuescript KS(+). 

L5.a. Synthese d'ADNc grace a i'oligonucleotide specifique LPC2- 

Une synthese d'ADNc simple brin est realisee a partir de 5/zg d'ARN 
polyA + , en presence de 50 unites d'AMV reverse transcriptase et de 100 ng 
d'un oligonucleotide synthetique LPC2 specifique de la LGC, et correspondant a 
la sequence en 3' de l'ADNc contenu dans le clone 3.12 precedemment decrit 

Apres extraction de la solution au phenol chloroforme et precipitation dans 
ralcool, le cuiot obtenu est dissous dans 20 microlitres d'eau distillee; l'ADNc 
simple brin en solution est alors amplifie et transforme en ADK double brin par 
la technique de la "PGR" a 1'aide des amorces DGLj et L?C;> nresentees a la 
fi gure 2B . afm d'etre clone dans un vecteur approprie. L'amorce DGL\ utilisee 
ci-dessus, est constitute d'un melange de 12 sequences, chacune de ces 
sequences correspondant a Tune des combinaisons possibles de representation de 
DGLj en tenant compte du fait que deux nucleotides T peuvent etre remplaces 
par un nucleotide C, et qu'un nucleotide G peut etre remplace par un nucleotide 
T ou un nucleotide A, aux positions indiquees en dessous de l'amorce DGI4 
representee sur les figures 2 A et 2B. 

L5.b. I nsertion dans le vecteur pBIuescript KS( + ) . 

Apres digestion par Tenzyme PstI, le fragment de 700 pb d'ADNc est 
insere dans le vecteur pBIuescript KS(-f) digere par les enzymes de restriction 
Smal et PstI. 

Les molecules recombinantes issues de la ligation *ont utilisees pour 
transformer des bacteries competentes E^oli MM294. La selection des 
transformants s' effectue en etalant le produit de la transformation sur un milieu 
nutritif solide (LB-Agar) contenant de rampicilline a 50 mg/litre. 

On obtient ainsi le clone pKSPCR. 

1.5. c. Li gation du fragment "H" du clone 3,12, d ans le plasmide 
pKSPCR . 

Le clone 3.12 est digere par 1' enzyme de restriction PstI; le fragment "H" 
PstLPstI de 850 paires de bases du clone 3.12 correspondant a la region 3' de 
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1'ADNc de la LGC, est insere dans le plasmide pKSPCR prealablement linearise 
par T enzyme Pstl. 

L'ensemble de ces etapes est presente dans la fi gure 4 . 

1.6. Isolement de IADNc du clone pKS DGL10. 
5 Un clone, pKS DGL10, a ete selectionne apres le criblage par "PGR" (C. 

Blanchard et C. Benicourt, Boehringer . "Le brin complementaire", septembre 
1992, n°8, p6,). La coupure par des enzymes de restriction du plasmide 
pKSDGLlO, montre qu'il contient un insert de 1,5 Kb. Ce plasmide est prepare 
a partir d'un litre de culture bacterienne en viae de son analyse detaillee et de 
10 son sequengage. 

Le sequen^age du clone est realise sur I'ADN double brin par la methode 
de Sanger (Sanger, F. et ah, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 24 (1977) 5463- 
5467). 

La sequence complete de 1'ADNc comporte 1528 nucleotides et est 
15 presentee dans la fi gure 8 . Une phase ouverte de lecture allant du nucleotide 1 

au nucleotide 1137 code pour une proteine de 379 AA. La sequence de cette 
proteine est rapportee dans la fig ure 9A . Cette proteine possede 81 % 
d'homologie avec la lipase gastrique de lapin (Brevet Fran^ais n° 91 13948). 

Etape n° 2 : Construction de plasmides pour exprimer la LGC dans 
20 Escherichia. Cola* 

2.1. Choix du vecteur d' expression. 

Le vecteur retenu pour exprimer la LGC dans ILsoli est un plasmide dans 
leque! un fragment d'ADN synthetique de 160 pb contenant un promoteur de 
type Tac et un terminateur de transcription, a ete insere entre les sites EcoRI et 
25 Ndel de pBR322 (Bolivar, F. et al., Gene 2 (1977) 95-113), La carte de 

restriction du vecteur pRU303 est presentee dans la figure 5 et la sequence 
nucleotidique du fragment d'AD ncoRI-Ndel dans la fi gure 6 . 

2.2. Construction du plasmide pDGL5.303 

Malgre les etudes exhaustives qui ont ete fakes, peu de correlations ont pu 
30 etr^ etablies entre le niveau d'expression d'une proteine heterologue dans une 

bacterie et la sequence nucleotidique de la region 5'-terminale de TARN 
messager de cette meme proteine. Cependant, nombre d' observations ont permis 
de deduire certaines regies empiriques pouvant conduire a un niveau 
d'expression plus eleve dans les bacteries recombinantes. 
35 Parmi ces "regies", on peut citer: 

- la distance entre la region de Shine et Dalgarno et TAUG initiateur 
comprise entre 6 et 12 nucleotides, 

- une sequence de Shine et Dalgarno riche en purines (AGGA), 
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- une structure secondaire minimale entre Shine et Dalgarno et I'AUG 
initiateur, 

- l'absence de structure secondaire (double brin) dans les regions de 
TARN messager contenant la sequence Shine et Dalgarno et TAUG initiateur. 

5 On peut tenir compte de telles contraintes dans les programmes d'analyse 

permettant de definir les sequences nucleotidiques de regions 5' non codantes 
des ARNm susceptibles de conduire aux meilleurs niveaux d'expression de 
proteines heterologues particulieres, telles que la LGC dans ILcoU. 

Grace a des amorces synthetiques specifiques DGL2 et DGL3 presentees 

10 dans la fi gure 10 et par la technique d' amplification genique "PCR M , l'ADNc 

codant pour la partie mature de la LGC est positionne derriere un codon 
d' initiation de la traduction ATG et place entre des sequences nucleotidiques 
telles qu'on puisse i'inserer dans le vecteur d' expression pRU303 entre les sites 
de restriction Bglll et Sail. Du fait de la presence, dans la construction 

15 pDGL5.303, d'un codon ATG immediatement en amont des sequences codant 

pour la LGC, les proteines recombinantes obtenues possederont, totalement ou 
partie llement, une methionine a leur extremite NH2-terminale. 

Le plasmide recombinant pDGL5.303 dont le schema de construction est 
reporte dans la fi gure 7 a ete obtenu dans la souche E.coli MM294 puis 

20 transfere dans la souche Esolx W3110 W» frequemment utilisee pour 

1' expression de proteines heterologues. Cette souche contient le gene du 
represseur LacIQ sitae sur un episome non transferable F f : le represseur 
synthetise en quantite importante dans la bacterie reprime 1' expression de tous 
les genes places sous controle d'un promoteur de type lactose. 

25 Etape n°3 : Expression de la LGC dans ELi&li. 

Le plasmide pDGL5.303 a ete introduit dans l'hote jE^coli W3110 W. Les 
bacteries transformees par le plasmide sont cultivees dans du milieu en presence 
de M9 glucose (Maniatis, T. et al., deja cite). Pendant la phase exponentielle de 
croissance, 1 ' expression de la lipase gastrique de chien est induite par addition 

30 d'IPTG a la concentration finale de 2mM. 

Apres 4 heures a 37° C, les bacteries sont recoltees, centrifugees et lavees 
avec du tampon PBS. Les bacteries sont ensuite lysees dans un tampon 
contenant du SDS et du p-mercaptoethanoi pendant 10 minutes a 100° C. 

L' analyse des proteines sur gel d'electrophorese en conditions 

35 denaturantes permet la mise en evidence d'une bande proteique pouvant 

correspondre a la lipase. La proteine est exprimee a un taux tel qu'elle peut etre 
detectee par cette technique comme ceci est montre dans la figure 11. 
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Afin de s'assurer que cette proteine, induite par addition d'IPTG au milieu 
de culture, correspond bien a la LGC, les proteines provenant de cultures de 
bacteries transformers par le plasmide pLGC5.303 induites et non-induites par 
I 1 agent chimique sont transferees sur une membrane de nylon apres qu'elles 
5 aient ete separees selon leur taille par electrophorese sur gel de polyacrylamide- 

SDS. 

Le complexe entre la LGC et l'anticorps anti-LGC peut-etre mis en 
evidence grace a une reaction colorimetrique faisant intervenir un deuxieme 
anticorps couple a une enzyme, la peroxydase de raifort . Les resultats sont 

10 presentes dans la fi gure 12 . 

Plutot que d'etre produite sous forme de corps d* inclusion dans le 
cytoplasme de la bacterie Escherichia coli, la lipase gastrique de chien peut etre 
avantageusement secretee dans !<* periplasme bacterien en inserant 1'ADNc 
codant pour 1' enzyme mature dans un vecteur approprie, sous controle d'un 

15 promoteur inductible par un agent physique ou chimique, et en aval d'un 

segment d f ADN codant pour un peptide signal tel que celui present a 1'extremite 
NH 2 -termmale de la proteine ompA (Movva N.R. et aL J. Biol. Chem. 256: 27- 
29, 1980). 

La lipase gastrique de chien peut egalement etre synthetisee dans 

20 Escherichia coli sous la forme d'une proteine de fusion soluble avec la proteine 

A de Staphylococcus aureus permettant sa purification ulterieure. A cette fin, 
l'ADNc codant pour la lipase mature est insere dans le vecteur pRIT2T (Nilsson 
B. et al. EMBO J, 4: 1075-1080, 1985) qui a prealablement ete modifie afin d'y 
introduire un fragment d'ADN codant pour le site de reconnaissance 

25 Ile-Glu-Gly-Arg du facteur Xa de la coagulation. La proteine de fusion ainsi 

produite peut etre separee des autres proteines du cytoplasme de la bacterie par 
chromatographic d'affinite sur une colonne d'IgG-Sepharose (Pharmacia). Apres 
elution de la colonne, la proteine de fusion est clivee par le facteur Xa. Le 
produit de Thydrolyse est a nouveau soumis a unc chromatographic sur une 

30 colonne d'IgG-Sepharose qui retient la proteine A permettant ainsi d ! obtenir la 

lipase gastrique de chien a 1'etat pur et sous forme soluble. 

II est egalement possible d'obtenir la lipase gastrique de chien a partir de 
cellules de mammiferes en culture. Pour cela, il convient d'inserer l'ADNc 
codant pour le precurseur de cette lipase dans un vecteur approprie tel que le 

35 plasmide pCDNAI-Neo (Invitrogen corporation) sous controle du promoteur du 

Cytomegalovirus (CMV), ou encore l'ADNc codant pour la lipase mature dans 
le meme type de vecteur, mais en aval d'un segment d'ADN codant pour le 
peptide signal de la lipase gastrique de lapin (Benicourt C. et al; Demande de 
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brevet Francais n° 2 633 549 susmentionnee). L 1 introduction de tels plasmides 
recombinants dans les cellules COS-7 de rein de singe exprimant Tantigene T du 
virus SV40 de facon constitutive permet de produire transitoirement la lipase 
gastrique de chien dans le milieu de culture en quantite notable. Des lignees 

5 cellulaires exprimant la lipase gastrique de chien de fa^on constitutive peuvent 

etre obtenues en introduisant Tun des deux plasmides recombinants dans des 
cellules d'ovaire de hamster (CHO) et en exercant une pression de selection 
avec l'antibiotique G418 ou geneticine du fait de la presence d'un gene de 
resistance aux aminoglycosides tels que la neomycine sur lesdits plasmides. 

10 La detection de l'activite de la LGC recombinants notamment celle issue 

d'un lysat bacterien provenant d'une culture de W3110 N (pDGL5.303), est 
realisee par la methode de Gargouri et al (Gastroenterology 21.(1986) 265-275) 
en utilisant la tributyrine comm. substrat. 

On rappellera ci-apres, les conditions experimentales dans Iesquelles les 

15 activites specifiques des polypeptides recombinants, sont determines. 

L'activite specifique est definie comme etant le rapport de l'activite 
enzymatique et de la quantite de proteines de Techantillon exprimee en 
milligrammes. L'activite lipasique est determinee par la methode titrimetrique 
de Y. Gargouri (prealablement cite), dans laquelle le substrat utilise est la 

20 tributyrine. Le dosage consiste a neutraliser Tacide butyrique libere sous 

Taction de la lipase par une solution de soude 0,1 NapH constant de 6 et a une 
temperature de 37°C. Dans ces conditions d'essai, l'activite enzymatique 
correspond au nombre de micromoies d'acide liberees en une minute par Taction 
du produit soumis a TessaL 

25 Pratiquement, Tessai consiste a introduire, dans une cellule de titration 

thermostatee a 37 °C: 

- Tributyrine: 0,50 ml, 

- Solution isotonique d'albumine bovine de serum et de taurodesoxycholate 
de sodium 14,50 ml (Composition: albumine bovine de serum 100 mg, 

30 taurodesoxycholate de sodium 2 mM, solute isotonique a 0,9% de NaCl q.s.p. 

un litre). 

Sous agitation electromagnetique et a Taide d'un titrimetre automatique, le 
melange est amene a pH 6 par addition de soude 0,1 N. Apres stabilisation du 
pH a cette valeur, on ajoute, exactement mesures, de 0,5 a 1 ml d'une solution 
35 aqueuse du compose enzymatique a doser. Dans ces conditions experimentales, 

la quantite de solution de soude 0,1 N necessaire pour maintenir le pH a 6 
durant 2 minutes permet le calcul de Tactivite lipasique telle que definie 
precedemment. 
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L'activite lipolytique peut egalement etre mesuree par la methode utilisant 
un substrat chromogenique tel que le l,2-0-dilauryl-rac-gIycero-3-glutarate de 
resorufine (Boehringer), et decrite dans la notice du fabricant. 
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REVENDICATIONS 

1. Acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend tout ou partie du 
fragment d'ADN represente sur la fi gure 8 (SEQ ID NO 1), et plus 

5 particulierement tout ou partie du fragment d'ADN delimite par les nucleotides 

situes aux positions 1 et 1137 (SEQ ID NO 2) de I'ADN represente sur la figure 
S, ce fragment d'ADN codant pour le polypeptide delimite par les acides amines 
situes aux positions 1 et 379 (SEQ ID NO 3) de la sequence en acides amines 
representee sur la fi gure 9A . ce polypeptide correspondant a la lipase gastrique 
io de chien. 

2. Acide nucleique selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
comprend en amont du fragment d'ADN delimite par les nucleotides situes aux 
positions 1 et 1137, un fragment d'ADN codant pour une methionine (SEQ ID 

15 NO 4). 

3. Acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend en amont d'un des 
fragments d'ADN selon la revendication 1, une sequence nucleotidique codant 
pour un peptide signal. 

20 

4. Acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend Tune ou I'autre des 
deux sequences nucleotidiques complementaires constituant les fragments 
d'ADN selon Tune des revendications 1 a 3. 

25 5. Acide nucleique caracterise en ce qu'il est susceptible de s'hybrider 

avec un acide nucleique selon la revendication 4. 

6. Acide nucleique codant pour un polypeptide tel que defini dans i une 
des revendications 1 a 3, et dont la sequence nucleotidique differe, en fonction 

30 de la degenerescence du code genetique, des sequences nucleotidiques definies 

dans Tune des revendications 1 a 5. 

7. Acide nucleique recombinant caracterise en ce qu'il comprend un acide 
nucleique selon l'une des revendications 1 a 6, insere dans une sequence 

35 nucleotidique heterologue vis a vis du susdit acide nucleique. 

8. Acide nucleique recombinant selon la revendication 7, caracterise en ce 
qu'il comprend un promoteur situe en amont de l'acide nucleique selon Tune des 
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revendications 1 a 6. et sous le controle duquel la transcription dudit acide 
nucleique est susceptible d'etre effectuee, ainsi qu'une sequence codant pour des 
signaux de terminaison de la transcription situee en aval dudit acide nucleique. 

5 9. Vecteur recombinant, notamment du type plasmide, cosmide ou phage, 

caracterise en ce qu'il contient un acide nucleique recombinant selon la 
revendication 7 ou la revendication 8, en Tun de ses sites non essentiels pour sa 
replication. 

10 10. Vecteur recombinant selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il 

contient en Tun de ses sites non essentiels pour sa replication, des elements 
necessaires pour promouvoir et controler 1' expression d'un acide nucleique 
selon Tune des revendications 1 a 6, dans un hote cellulaire, et plus 
particulierement un promoteur reconnu par les polymerases de l'hote cellulaire, 

15 notamment un promoteur inductible. 

IT Hote cellulaire, de type procaryote ou eucaryote, transforme par un 
vecteur recombinant selon la revendication 9 ou la revendication 10, et 
comprenant les elements de regulation permettant 1' expression d'un acide 
20 nucleique selon 1'une des revendications 1 a 8. 

12. Polypeptide caracterise en ce qu'il est code par un acide nucleique 
selon Tune des revendications 1 a 6. 

25 13. Polypeptide selon la revendication 12, correspondant selon le code 

genetique universel a 1' acide nucleique selon la revendication 1, et delimite par 
les acides amines situes aux positions 1 et 379 de la sequence en acides amines 
representee sur la fi gure 9A (SEQ ID NO 3). 

30 14. Polypeptide selon la revendication 12, correspondant selon le code 

genetique universel a l'acide nucleique selon la revendication 2, ce polypeptide 
etant constitue de la sequence en acides amines delimitee par les acides amines 
situes aux positions 1 et 379 de la fi gure 9A . et precedee d'une methionine a 
I'extremite NH 2 (SEQ ID NO 5). 

35 

15. Polypeptide caracterise en ce qu'il comprend un fragment des 
polypeptides recombinants selon Tune des revendications 12 a 14, ou tout 
polypeptide modifie par substitution et/ou addition et/ou suppression d'un ou 
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plusieurs acides amines de ces polypeptides recombinants, ces fragments ou 
polypeptides modifies conservant les proprietes enzymatiques des polypeptides 
recombinants susmentionnes. 

5 16. Procede de preparation d'un polypeptide selon Tune des 

revendications 12 a 15, comprenant la succession d'etapes suivantes: 

- la mise en culture d'un hote cellulaire selon la revendication 11, dans un 
milieu de culture approprie, et 

- la recuperation du polypeptide produit par ledit hote cellulaire, soit 
10 directement a partir du susdit milieu de culture, soit apres lyse de l'hote 

cellulaire. 

17. Composition pharmaceutic caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins un type de polypeptide selon Tune des revendications 12 a 15, le cas 

15 echeant en combinaison avec un ou plusieurs autres polypeptides a activite 

lipasique, en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

18. Utilisation d'un ou plusieurs des polypeptides selon Tune des 
revendications 12 a 15, pour l'obtention de medicaments destines a faciliter 

20 T absorption des graisses animates ou vegetales ingerees par un individu sain ou 

atteint d'une ou plusieurs pathologies affectant ou non le taux de production de 
lipase gastrique. 

19. Utilisation d'un ou plusieurs des polypeptides selon Tune des 
25 revendications 12 a 15, pour l'obtention de medicaments destines au traitement 

des pathologies liees a 1'insuffisance, voire 1* absence, de production de lipases 
dans 1'organisme, et plus particulierement de pathologies telles que la 
mucoviscidose, et T insuffisance pancreatique exocrine. 

30 20. Utilisation d'un ou plusieurs des polypeptides selon l'une des 

revendications 12 a 15, ou de toute autre lipase gastrique de mammiferes et 
derives, pour la mise en oeuvre de reactions de bioconversions enzymatiques 
(telles que hydrolyses, trans-esterifications enzymatiques), notamment sous 
forme immobilisee sur un support solide. 
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Figure 1 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Figure 2A 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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DGL1 (23-mere) 5' GG GCA CAT GGT TTG TTT GGA AAA 3 

C C T 
A 



LPC2 (17-mere) 5' ACT ACT ATC ACG TAG TA 3 



Figure 2B 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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P = Pst I 
H = Hind ffl 
E = EcoR I 
B = BamHI 

51 = Site du primer universel 

52 = Site du primer reverse universel 



Figure 3 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (RE6LE 26) 
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Figure 4 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Figure 5 

FEIBLLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 94/13816 



PCT/FR93/01260 



7/16 



E C 
C L 
R A 
1 1 

GAATTCAGTATTGACAATTTATACATCGATATGGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGAT 
, + . -f . + # + . h . + 60 

CTTAAGTCATAACTGTTAAATATGTAGCTATACCATATTACACACCTTAACACTCGCCTA 



B 


H 


P 


B 


X 


S 


G 


I 


V 


A 


B 


A 


L 


$ 


U 


M 


A 


L 


2 


2 


2 


1 


1 


1 



AACAATTTCACACAGGAGATCTGCAGGTAAGCTTCAGCTGGGATCCTCTAGAGTCGACGT 

♦ 4- . — — 4- . + . + . + • -+ 120 

TTGTTAAAGTGTGTCCTCTAGACGTCCATTCGAAGTCGACCCTAGGAGATCTCAGCTGCA 

N 
D 

E 
1 

GAAAAATGGCGCACATTGTGCGACATTTTTTTTGTCATATG 

. + . — — + . + . +- 161 

CTTTTTACCGCGTGTAACACGCTGTAAAAAAAACAGTATAC 



Figure 6 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Figure 7 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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V10 V20 V3 0 V40 v50 v60 V 7 0 

TTGTTTGGAA AATTACATCC CACAAACCCT GAAGTGACCA TGAATCTAAG TCAGATGATC ACCTACTGGG 

V80 V90 V1O0 vllO V120 V130 vl4 0 

GATACCCAGC TGAGGAATAT GAAGTTGTGA CCGAAGACGG TTATATCCTT GGGATCGACA GAATTCCTTA 

V150 V160 V170 V180 V190 V200 v210 

TGGGAGGAAA AATTCAGAGA ATATAGGCCG GAGACCTGTT GCATTTTTGC AACACGGTTT GCTCGCATCA 

V220 V230 V24Q V250 v260 v270 V280 

GCCACAAACT GGATCTCCAA CCTGCCCAAC AACAGCCTGG CCTTCATCCT GGCCGACGCC GGGTACGACG 

V290 V300 V310 V320 v330 V340 V3SO 

TGTGGCTGGG GAACAGCAGG GGCAACACCT GGGCCAGGAG GAATCTGTAC TACTCGCGAC CCTCCGTCGA 

V360 V370 V380 V390 V40Q V410 V4 20 

ATTCTGGGCT TTCAGCTTTG ACGAGATGGC TAAATATGAC CTTCCCGCCA CCATTGACTT CATCTTGAAG 

V430 V440 V450 V460 v470 v480 v490 
+ + + + + + ^ 

AAAACGGGAC AGGACAAGCT ACACTACGTT GGCCATTCCC AGGGCACCAC CATTGGTTTC ATCGCCTTTT 

V500 V510 V520 V530 V540 V550 V560 

CCACCAATCC CAAGCTGGCG AAACGGATCA AAACCTTCTA TGCATTAGCT CCCGTTGCCA CCGTGAAGTA 

V570 ^ V580 V590 V600 V610 v620 v630 

CACCGAAACC CTGTTAAACA AACTCATGCT CGTCCCTTCG TTCCTCTTCA AGCTTATATT TGGAAACAAA 

V640 V6S0 v$60 V670 v680 V690 V700 

ATATTCTACC CACACCACTT CTTTGATCAA TTTCTCGCCA CCGAGGTATG CTCCCGCGAG ACGGTGGATC 

V710 V720 V730 V740 V750 v760 v770 



TCCTCTGCAG CAACGCCCTG TTTATCATTT GTGGATTTGA CACTATGAAC TTGAACATGA GTCGCTTGGA 

V780 V790 V800 V810 V820 V830 V840 

TGTGTATCTG TCACATAATC CAGCAGGAAC ATCGGTTCAG AACGTGCTCC ACTGGTCCCA GGCTGTTAAG 

V850 V860 V870 V880 V890 V900 v9X0 

TCTGGGAAGT TCCAAGCTTT TGACTGGGGA AGCCCAGTTC AGAACATGAT GCACTATCAT CAGAGCATGC 

V920 V930 V940 V950 V960 V970 v980 

CTCCCTACTA CAACCTGACA GACATGCATG TGCCAATCGC AGTGTGGAAC GGTGGCAACG ACTTGCTGGC 
V990 VXOOO V10XO V1O20 VX030 VX040 

CGACCCTCAC GATGTTGACC TTTTGCTTTC CAAGCTCCCC AATCTCATTT ACCACAGGAA GATTCCTCCT 
V1060 V1070 "080 V1090 VllOO VliiO 

TACAATCACT TGGACTTTAT CTGGGCCATG GATGCCCCTC AAGCGGTTTA CAATGAAATT GTTTCCATGA 
V1130 VXX40 V1150 V1160 VX170 VXX80 

TGGGAACAGA TAATAAGTAG TTCTAGATTT AAGGAATTAT TCTTI-i'ATTG TTCCAAAATA CGTTCTTCTC 
VX200 VX2X0 VX220 VX230 VX240 VX250 

TCACACGTGG TTTTCT AT C A TGTTTGAGAC ACGGTGATTG TTCCCATGGT TTTGATTTCA GAAATGTGTT 
VX270 VX280 VX290 VX300 VX3X0 VX320 

AGCATCAACA ATCTTTCCAT TGGTAATTTT TGAATTTAAA ATGATTTTOA AATTTGGGGC ATCTGGGTGG 
VX340 VX350 VX360 VX370 VX380 VX390 

CTCAGTTGGC TAAGTCGTCT GCCTTGGCTT AAGTCATGAT CTCGGGGTCC TAGGATGGAG CCTTGTGTCT 
VX410 VX420 V1430 VX440 VX450 VX460 

--f. +. ™— + „„„« + „ — „ 4. 

GGGCTCCTGC CGGGGCGGGG GTCTGCTTCT CCTCCTGCTG CTCCCCCCTG CTGCTGTGTG CACACACGCT 
VX480 VX490 VX500 VX5X0 VX520 

CTCTCTCTCT CAAATAAATA AATAAATAAA TACTTAATAA AATAAAAAAA AAAAAAAA 
V1550 



Figure 8 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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de chien (LGC) decrite sur la figure 8 de la presente demande, de meme que la 
sequence peptidique correspondant a la LGC et decrite- sur la figure 9 A de cette 
meme demande, soient corrigees de la maniere suivante: 
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1) sequence nucleotidique representee sur la figure 8: 

- en position 46: "C M doit etre remplace par "A", 

- en position 338: "G" doit etre remplace par "C'\ 

- en position 339: "A" doit etre remplace par "C", 

- en position 340: "C" doit etre remplace par "G*\ 

- en position 341: "C" doit etre remplace par "A", 

2) sequence peptidique representee sur la figure 9A: 

- position 16: "Leu" doit etre remplace par "lieu", 

- position 113: "Arg" doit etre remplace par "Pro", 

- position 114: "Pro" doit etre remplace par "Asp". 

Vous trouverez ci-apres les raisons qui militent en faveur d'un accord de 
T Office Europeen des Brevets en tant qu' administration chargee de la recherche 
Internationale, au sujet de cette requete en correction. 

Tout d'abord, s'agissant des corrections a apporter a la sequence 
nucleotidique representee sur la figure 8, nous nous permettons dans un premier 
temps de rappeler, dans ses grandes lignes, la methode utilisee pour le 
sequen<?age d'une sequence nucleotidique dans le cadre de cette demande de 
brevet. 

Cette methode est celle decrite par Sanger et al. 1977; la reference de cette 
publication est indiquee a la page 14, lignes 26 a 28 de la presente demande. Le 
principe general de cette methode est essentiellement celui de T incorporation 
d'un didesoxynucieotide dans un brin d'ADN en voie d'elongation (selon les 
techniques classiques d'elongation d'un brin d'ADN a partir du brin 



Grosset-Fournier & Demachy 



complementaire), iedit didesoxynucleotide arretant l'allongement ulterieur du 
brin d'ADN, puisqu'il ne peut pas former de liaisons phosphodiester avec le 
nucleotide suivant. 

Les differentes etapes de cette methode sont representees sur le schema 1 
annexe a la presente (annexe I), et qui peut etre commente de la maniere 
suivante. 

Dans un premier tube a essai, on effectue une elongation d'une sequence 
monocatenaire que Ton souhaite analyser avec une amorce marquee 
radioactivement en presence d'ADN polymerase, de chacun des quatre 
desoxynucleotides dATP, dGTP, dCTP, dTTP, le desoxynucleotide dATP etant 
generalement present en plus faible quantite que les trois autres dans le milieu 
reactionnei, et en presence du didesoxynucleotide ddATP. Chaque fois qu'un 
ddATP sera utilise pour etre apparie a un residu T sur la sequence 
monocatenaire, l'elongation est alors arretee. On obtient tous les fragments 
possibles de la sequence que Ton souhaite analyser se tenninant par un residu T. 
Cette meme operation est rep&ee dans les trois autres tubes a essai par mise en 
presence dans chaque tube d'un didesoxynucleotide (ddCTP, ddTTP, ddGTP), 
different avec la sequence monocatenaire, l'ADN polymerase, Tamorce et les 4 
desoxynucleotides (dCTP, dTTP, dGTP etant respectivement en quantite plus 
faible). On obtient ainsi tous les fragments possibles de la sequence que l'on 
souhaite analyser se tenninant par un residu G, un residu A et un residu C 
respectivement. 

Les fragments de differente taille ainsi obtenus? dans chaque tube, sont 
ensuite separes par electrophorese sur gel. On obtient ainsi quatre colonnes de 
bandes sur le gel, chaque colonne correspondant respectivement aux fragments 
se tenninant par un residu T, G, A et C. Les fragments de plus grande taille 
sont situes en haut des colonnes, tandis que les fragments k-s plus petits sont 
situes en bas de ces colonnes. 

La sequence d'ADN que Ton souhaite analyser est ensuite lue de bas en 
haut sur le gel. 
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Ainsi sur l'exempie represents sur le schema 1, le premier fragment 
marque correspondant a r amorce (utilisee pour T elongation) allongee d'un 
nucleotide, se termine par un residu C; le nucleotide correspondant sur la 
sequence d'ADN matrice est done un residu G, Le second fragment marque que 
Ton peut lire en remontant vers le haut se termine par un residu G; le second 
nucleotide correspondant sur la sequence d'ADN matrice est done un residu C, 
Le troisieme fragment marque que Ton peut lire en remontant vers le haut se 
termine par un residu A; le troisieme nucleotide correspondant sur la sequence 
d'ADN matrice est done un residu T; etc... 

La sequence d'ADN que Ton souhaite analyser est ainsi obtenue en lisant 
ces bandes de gel, et en traiuisant cette lecture pour avoir la sequence 
nucleotidique de l'ADN en question. 

Une alternative consiste a copier le brin complementaire du brin codant, 
puis a sequencer ce brin complementaire. On lit alors directement sur le gel la 
sequence du brin codant. 

Vous trouverez ci-joint en annexe II et annexe HI, les gels 
d'electrophorese a partir desquels la sequence de 1'ADNc codant pour la LGC a 
ete obtenue, selon cette deuxieme modalite (sequen^age du brin 
complementaire) . 

Vous noterez tout d'abord que ces gels d'electrophorese sont en realite 
beaucoup moins presentables que celui schematise en annexe I, et que leur 
lecture est done extremement delicate. 

Vous comprendrez done aisement que, lors de la lecture de ces gels, des 
erreurs peuvent facilement survenir. 

Ces gels sont lus a Toeil nu par l'operateur, qui par la suite transcrit cette 
lecture sur une feuille de papier, et enfin saisit sur ordinateur les resultats 
figurant sur cette feuille de papier. 
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L' ensemble de ces operations peut done engendrer trois sources d'erreurs 
possibles: 

- erreur a la lecture de la sequence sur le gel, 

- erreur lors de la transcription sur le papier de la sequence lue, 

- erreur lors de la saisie sur ordinateur. 

Dans le cas present, les erreurs survenues entre la lecture et la saisie 
informatique des gels representant la sequence nucleotidique de la LGC decrite 
dans la presente demande, apparaissent clairement a l' analyse des gels en 
annexes II et HI. 

S'agissant du gel represents en annexe II, la lecture des nucleotides situes 
aux positions 37 a 51, donne la sequence suivante: 

A — C — C — A — T — G — A — A — T — A — T — A — A — G 
37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 

Un agrandissement du gel represente sur r annexe II (annexe IV) ainsi 
qu'une representation sch6matique de la sequence de la LGC entre les 
nucleotides 37 et 51 telle qu'elle apparait sur le gel de 1' annexe II (annexe V), 
sont egalement joints a la presente dans le but de faciliter T interpretation du gel 
susmentionne. 

On s'aper^oit done que le nucleotide situe en position 46 sur le gel est 
sans ambiguite possible un residu "A" et non un residu "C". 

S'agissant du gel represente en annexe HI, la lecture des nucleotides situes 
aux positions 329 a 345, donne la sequence suivante: 

329 330 331 332 333 334 335 336 337 338 349 340 341 342 343 344 345 

Un agrandissement du gel represente sur r annexe III (annexe VI) ainsi 
qu'une representation schematique de la sequence de la LGC entre les 
nucleotides 329 a 345 telle qu'elle apparait sur le gel de 1' annexe HI (annexe 
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VII), sont egalement joints a la presente dans le but de faciliter 1* interpretation 
du gel susmentionne. 

On constate egalement sans ambiguite que la sequence delimitee par les 
nucleotides situes aux positions 338 a 341, correspond a la sequence "C-C-G-A" 
et non a la sequence "G-A-C-C". 

S'agissant de cette derniere erreur de lecture, on s'aper^oit que l'operateur 
a fait une inversion mentale entre les termes M C-C W et "G-A" lors de la 
transcription sur papier de la sequence lue. 

Ainsi, compte tenu des techniques decrites dans le cadre du sequengage de 
fragments d'ADN, il est clair que les erreurs susceptibles de survenir dans les 
sequences d f ADN, sont des erreurs totalement aleatoires et qui sont fonctions de 
la vigilance de l'operateur en charge des operations susmentionnees de lecture, 
de transcription sur papier et de saisie sur informatique. 

Notez a ce sujet, que 1' ensemble de ces operations dans le cadre du 
sequenQage de la LGC, represente une charge de travail pour l'operateur 
d'environ 3 jours. Vous constaterez ainsi qu'il s'agit d'une mission autant 
minutieuse que lourde a effectuer, et que des erreurs peuvent facilement 
survenir. 

II convient par ailleurs de constater que si Ton repete scrupuleusement les 
operations de clonage de la seav^nce d'ADNc codant pour la LGC, telles que 
decrites de la page 12 a la page i8 de la presente demande de brevet, on ne peut 
qu'obtenir les gels representes en annexes II et HI, et par consequent, la 
sequence nucleotidique correcte de la LGC, dans la mesure, bien entendu, ou 
Toperateur ne commet pas d* erreur lors de la lecture de ces gels. 

Ainsi, conformement a la decision de la Grande Chambre de recours 
Gll/91 de TCKE.B., rendue dans un cas similaire a celui faisant l'objet de la 
presente demande de corrections, la presente demande doit pouvoir etre corrigee 
de la maniere indiquee ci-dessus, dans la mesure ou Thomme du metier etait 
objectivement capable, a la date de depot de la presente demande, de deduire 
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directement et sans equivoque du contenu de la susdite demande, les sequences 
nucleotidique et peptidique correctes de la LGC. 

Comme le souiigne la susdite decision, "Une telle correction revet 
uniquement le caractere d'une constatation et ne transgresse done pas 
V interdiction d'etendre Vobjet d'une demande de brevet visee a ['article 123(2) 
CBE\ 

S'agissant des erreurs survenues dans la sequence peptidique de la LGC, 
representee sur la figure 9 A de la presente demande, il est clair que celles-ci 
sont directement liees aux erreurs susmentionnees contenues dans la sequence 
nucleotidique. 

Ainsi, les nucleotides situes aux positions 46 a 48, a savoir "A-T-A" dans 
la sequence nucleotidique correcte, cedent pour une isoleucine (lieu) en position 
16 de la sequence peptidique, et non pour une leucine (Leu). 

Par ailleurs, les nucleotides situes aux positions 337 a 342 dans la 
sequence nucleotidique correcte, a savoir "C-C-C-G-A-C", codent pour une 
sequence "Pro- Asp" en positions 113-114 de la sequence peptidique, et non 
pour une sequence "Arg-Pro" comme cela etait le cas avec la sequence erronee 
comportant les nucleotides "C-G-A-C-C-C" aux positions 337 a 342. 

Par consequent, a la lumiere de ce qui a ete expose ci-dessus, nous vous 
remercions de bien vouloir donner une suite favorable a la presente demande de 
corrections des sequences nucleotidique et peptidique susmentionnees. 

A cet effet, vous trouverez ci-joint en trois exemplaires les nouvelles 
figures 8 et 9A dans lesquelles les sequences nucleotidique et peptidique sont 
respectivement corrigees de la maniere indiquee ci-dessus. Nous vous 
remercions de bien vouloir publier la presente demande avec les nouvelles 
figures 8 et 9A ci-jointes. 

Vous trouverez egalement ci-joint une nouvelle liste de sequences, ainsi 
qu'une disquette informatique contenant cette liste de sequences, dans iaquelle 
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les sequences nucleotidiques representees par SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, 
SEQ ID NO 4 et SEQ ID NO 6, ainsi que les sequences peptidiques 
representees par SEQ ID NO 3 et SEQ ID NO 5, sont corrigees de la maniere 
indiquee ci-dessus. 

Nous vous prions d'agreer, Messieurs, Texpression de nos sentiments les 
meilleurs. 




P.J. (par courrier recommande A/R): - annexes I a VII, 

- nouvelles figures 8 et 9A, 

- nouvelle liste de sequences, 

- une disquette. 



